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(54) TItie: CHINESE HAMSTffi OVARY CELLS FOR PRODUCING PROTEINS 



(54) Bezeichnung: CHINES&-HAMSTER-OVARY-ZELLEN ZUR PRODUKTION VON PROTEINEN 
(57) Abstract 

The invention relates to Chinese hamster ovary cells for producing proteins which are characterized in that the growth phase and 
production phase thereof are separated from one another. The invention also relates to a method for producing the Chinese hamster ovary 
cells, and to the use of the Chinese hamster ovary cells for producing proteins. 



(57) Zusammenfossung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Chinese-Hamster-Ovary-Zellen zur Produktion von Proteineri, die sich dadurch auszeichnen. daB 
deien Wachstums- und Produktionsphase voneinander entkoppelt slnd. Femer sind Gegenstand dcr Erfindung ein Verfahren zur Herstellung 
der Chinese-Hamster-Ovaiy-Zellen sowie die Verwendung der Chinese-Hamster-Ovary-Zellwi zur Herstellung von Proteinen. 
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Chinese-Hamster-Ovarv-Zellen zur Produktton von Proteinen 

5 Die vorllegende Erfindung betrifft Chinese-Hamster-Ovary-Zellen zur 
Produktion von Proteinen, ein Verfahren zur Herstellung der Chinese- 
Hamster-Ovary-Zellen sowie die VenA^endung der Chinese-Hamster- 
Ovary-Zellen zur Herstellung von Proteinen, vorzugsweise Enzymen. 

10 Der Einsatz von Chinese-Hamster-Ovary-Zellen zur Produktion von 
Proteinen ist aus dem Stand der Technik bekannt. Beispielhaft sei hierzu 
auf Koplove H.M-, Ann Hematol 1994; 68(3):15-20 venwiesen. Bel diesen 
Verfahren werden die Zellen in herkommlichen Ruhrfermentem 
eingesetzt Eine Verwendung in immobiiisierter Form ist bekannt (Zeng S. 

15 et al, Blochem Biophys Res Commun 1997; 237 (3):653-658). Jedoch 
besteht ein Bedarf zur Verbesserung der Ausbeute an spezifischen 
Proteinen In immobilisierten Zellen. 

Die vorllegende Erfindung hat sich demgemdB die Aufgabe gestellt, 
20 Chinese-Hamster-Ovary-Zellen zur Produktion von Proteinen zur 
Verfugung zu stellen, die in immobiiisierter Form fur den Einsatz im 
groQtechnischen MaBstab geeignet sind. 

Diese Aufgabe wird dadurch gelOst. daB die Wachstums- und 
25 Produktionsphase der Chinese-Hamster-Ovary-Zellen voneinander 
entkoppelt sind. 

ErfindungsgemSB zeichnen sich die Chinese-Hamster-Ovary-Zellen 
vorzugsweise dadurch aus, daB die maximaie Sekretion der spezifischen 
30 Produkte In der G1 -Phase erfolgt. G1 bedeutet. daB die Zelle in dieser 
Phase des Zellzyklus den einfachen Gehalt an DesoxyribonukleinsSuren 
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(DNA) besitzt. Femer sind die Zelien vorzugsweise dadurch 
gekennzeichnet, daB mit abnehmender Wachstumsrate die 
Produktbildungsrate zunimmt, so daB bei minimaler Wachstumsrate eine 
maximale Produktbildungsrate vorliegt. ErfindungsgemaB ist die 

5 zellspezifische Produktbildungsrate bei minimaler 

Wachstumsgeschwindigkeit mindestens genauso hoch wie die 
spezifische Produktbildungsrate lierkommlich transfizierter Zellen bei 
holier Wachstumsgeschwindigkeit. Besonders bevorzugt ist ein Anstieg 
der Produktbildungsrate um mindestens 50% bei einem Ruckgang des 

10 Wertes fOr das S/GI-Verhaltnis um mindestens 50% vom Maximalwert. 
D.h.. daB die Abnahme der spezifischen Wachstumsrate umgekehrt 
proportional zur Zunahme der zellspezifischen Produktbildungsrate Ist. 
Mit S wird in diesem Zusammenhang die Phase im Zellzyklus 
bezeichnet, in der die Verdopplung der Desoxyribonukleinsaure (DNA) 

15 erfolgt, bevor die eigentliche Zellteilung durchgefQhrt wird. 

Die erfindungsgemSBen Chinese-Hamster-Ovary-Zellen lassen sich 
dadurch herstellen, daB 

a) ein Inoculum hoher Zelldichte hergesteilt wird, 
20 b) die Zellen mindestens 24 h konfiuent anwachsen und 

c) nach Bildung einer konfluenten Oberflache eine Obertragung 
genetischen Materials in diese Zellen durchgefuhrt wird. 

Vorzugsweise kann erfindungsgemSB ein Inoculum mit einer Zelldichte 
25 von mindestens 1x10® Zellen/cm^ hergesteilt werden, Besonders 
bevorzugt sind Zelldichten von 1x10® bis 4x10® Zellen/cm^. Hochst 
bevorzugt sind Zelldichten von 2x10® bis 3x10® Zellen/cm^. 

Eine Kultur adhSrent wachsender Zellen wird dabei als konfiuent 
30 bezeichnet, wenn zwischen den einzelnen, an eine Oberflache 

angehefteten Zellen keine freie, unbesiedeite Oberflache mehr vorhanden 
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ist und die Zellen eine geschiossene Schicht auf der Oberflliche 
ausgebildet haben. Vorzugsweise wachsen die Zellen 24 bis 72 h 
konfluent an. Besonders bevorzugt sind hierbei Zeiten von 30 bis 60 h. 
Hochst bevorzugt sind 40 bis 50 h, 

5 

Erfindungswesentlicli ist, da3 die Ubertragung genetisclien Materials 
erfolgt, nachdem s\ch eine gesctilossene, konfiuente FlSche aus Zellen 
auf der Oberflache des TrSgers gebildet hat, sich die Zellen somit in einem 
Status der G1 -Phase des Zellzyklus befinden. Im Gegensatz dazu erfolgt 
10 be! den bisher bekannten Verfahren die Obertragung genetischen 

Materials in Zellen, die sich in einem Status der S-Phase des Zellzyklus 
befinden, ubiicherweise nachdem sie subkonfluent angewachsen sind. 

Die erfindungsgemdBen Wiricungen lassen sich Qberraschender Weise 
15 auch bei Einsatz der erfindungsgemaBen Zellen in Wirbelschlchtreaktoren 
und trotz der dort auftretenden hohen Schericrafte erreichen. Wesentllch 
ist hier, daB die Obertragung des genetischen Materials durchgefOhrt wird, 
nachdem die Zellen durch die Immobilisierung auf pordsem TrSgermaterial 
in der G1 -Phase des Zellzyklus arretiert wurden. 

20 

Die Ubertragung des genetischen Materials kann in an sich bekannter 
Weise, beispielsweise durch Transformation oder Eiektroporatlon 
durchgefOhrt werden. Besonders bevorzugt ist die Ubertragung 
genetischen Materials durch eine Transfektion der Zellen^ 

25 

Im AnschluB an die Obertragung genetischen Materials erfolgt die 
Auswahl der geeigneten Klone. D.h. in an sich bekannter Weise wird ein 
Screening durchgefOhrt, um die optimalen Zellen zu emiitteln und zu 
zuchten. Beispielsweise durch eine Sortierung einzelner, vitaler Zellen in 
30 eine Kammer einer Gewebekulturplatte mit Hilfe eines Flowzytometers, 
anschlieBender Oberprufung der ProduktivitSt der einzelnen Klone in 
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einem ELISA-Test und Selektion der besten Klone durch funktionelle 
Enzymtests. 

MIt dem erfindungsgemaBen Verfahren ist es moglich, das Maximum der 
5 Expression rekombinanter Genprodukte in die G1 -Phase zu verscfiieben. 
Im Gegensatz dazu fuhren herkdmmliche Transfektionsverfahren zu einer 
Expression rekombinanter Proteine in der S-Phase des Zellzyklus. 
Derartige Zellen weisen bei der Immobilisierung eine stark verminderte 
Produktivitat auf. Hingegen zeiciinen sicli die erfindungsgemSBen Zellen 
10 durch eine demgegenuber wesentlich hShere Produktivitat aus. 

Insbesondere wird Qberraschend erreicht. daB das Strukturgen eine nicht 
vorhersehbare Stabllitat aufweist, wodurch die erfindungsgemSB 
hergestellten Zellen zur Produktlon im groBtechnischen MaBstab geeignet 
sind. 

15 

ErfindungsgemaB lassen sich demgemaS die Zellen In immobillsierter 
Form in Wirbelschichtreaktoren einsetzen, Insbesondere sInd die Zellen 
zur Herstelluhg von verschledenen Protelnen, vorzugsweise von Enzymen 
geeignet. Ganz besonders kSnnen sie zur Hersteilung von 
20 Glykosyltransferasen verwendet werden. 

Im folgenden wird die Anmeldung unter Bezugnahme auf die Beispiele 
n&her erlSutert: 

25 1 ■ Klassisches Transfektionsverfahren zur Obertraauno oenetischen 
Materials: 

Bei dem klassischen Transfektionsverfahren wird die Stammlinie 
Chinese-Hamster-Ovary-KI, ATTC#CLR-9618 zu 0,3 x 10® Zellen pro 
3,5 cm^ In Rundschalen in HAM's F12-Medlum der Finna GibcoBRL Life 
30 Technologies, Gaithersburg. bei 37'C in einem COg-Brutschrank ' 
kultivlert. Nach 24 Stunden sInd die Zellen subkonfluent angewachsen. 
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Zur Transfektion werden die Zellen einmal in 2 ml Serum-freiem Medium 
HAM'S F12 der Rrma GibcoBRL Life Technologies, Gaithersburg, 
gewaschen und ansclilieBend mit einer Dichte von 2-3 x 10° Zellen pro 
35-mm Gewebekulturplatte in 0,8 ml Serum-freiem Medium HAM's F12 

5 Oberfuhrt. In sterilen ReaktionsgefSBen werden in je 100 ^il 

Serum-freiem Medium 10|al Lipofectamin-Reagenz der Firma GibcoBRL 
Life Technologies, Gaithersburg, bzw. 3 \ig rekombinante Plasmid-DNA 
(pProtA/sol-FTIII, s. ErgSnzungen), die fur eine Glykosyl-Transferase 
kodiert sowie 1 pg Plasmid-DNA (pSV2neo) der Firma Glontech, Palo 

10 Alto, USA, die als Selektionsmarker fOr die Resistenz gegen das 
Antibiotikum Geneticin kodiert gelost. Beide L6sungen werden 
zusammengegeben, sanft gemischt und zur Ausbildung der DNA- 
Lipsom-Komplexe bei Raumtemperatur 15 bis 45 Minuten inkublert. 
AnschlleSend werden diese DNA-Liposom-Komplexe in die 

15 Zellsuspension Oberfuhrt und sanft gemischt. Nach 5-stundiger 

Inkubation bei 37^*0 in einem GO2 Brutschrank werden die Zellen mit 1 ml 
Medium HAM's F12 mit 20% fStalem KSIberserum (FCS) der Firma 
GibcoBRL Life Technologies, Gaithersburg, uberschichtet. Nach 24 
Stunden erfolgt ein Austausch des Mediums gegen 1 ml HAM's F12 mit 

20 10 % FCS und 800 iig/mlMedium G418 (= Geneticin der Firma GibcoBRL 
Life Technologies, Gaithersburg) zum Start der Selektion. Dieses 
Medium wird alle 48 Stunden gegen frisches Medium gleicher 
Zusammensetzung ausgetauscht. Ab dem 6. Tag nach der Transfektion 
wird das zuletzt genannte Medium alle 24 Stunden gegen frisches 

25 Medium gleicher Zusammensetzung ausgetauscht. Am 12. Tag sind 
einzelne Klone auf der Gewebekulturplatte sichtbar. die einzein mit einer 
Gilson®-Pipette abgenommen und separat in dem zuletzt genannten 
Medium kultiviert werden, welches alle 24 Stunden gegen frisches 
Medium mit gleicher Zusammensetzung ausgetauscht wird. Ab dem 18. 

30 Tag nach der Transfektion wird dieses Medium alle 48 Stunden gegen 
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f risches Medium ausgetauscht. Am 22. Tag nach der Transf ektion erfolgt 
ein funktloneller Enzymtest zur Oberprufung der ProduktlvitSt der 
einzelnen Klone. Das genaue Versuchsprotokoll wird unter Punkt 3 
genauer eriautert. 

5 

2. ErfindunasaemaBes Verfahren zur Ubertraqunq qenetischen 
Materials: 

Bei dem erfindungsgemSBen Verfahren werden aus der 
Stammsammlung ATCC#CLR-9618 Chinese-Hamster-Ovary-K1 -Zellen 

10 zu 0,6 X 10® Zellen pro 3,5 cm^ in Rundschalen in HAM's F12-Medium 
der Firma GibcoBRL Life Teclinologles, Galthersburg, bel 37*C In einem 
C02'Brutsclirank kultiviert. Nach 48 Stunden sind die Zellen konfluent 
angewachsen. In sterllen ReaktionsgefaBen werden in je 100 ^1 
Serum-freiem Medium HAM's F12 der Firma GibcoBRL Life 

15 Technologies, Gaithersburg, 10|i.l Lipofectamin-Reagenz der Fimna 
GibcoBRL Life Technologies, Gaithersburg verdunnt, sowie 3 |xg 
rekombinante Plasmid-DNA (pProtA/sol-FTIIl, s. ErgSnzungen), die fur 
eine Glykosyl-Transferase kodiert und 1 fig Plasmld-DNA (pSV2neo) der 
Firma Clontech, Palo Alto, USA, die als Selektlonsmaricer fur die 

20 Resistenz gegen das Antlbiotlkum Genetlcin kodiert gelfist. AnschlleBend 
werden beide L6sungen zur Ausbildung von DNA-Llposom-Kompiexen 
vereinigt, sanft gemischt und 15 bis 45 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Im AnschiuB daran wird das Kuiturmedium aus der Rundschale 
entfemt, ohne jedoch die Zellen von der OberflSche abzuidsen. 

25 AnschlieBend wird die DNA-Liposomen-Suspension Ober die adhSrenten 
Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden bei 37^*0 in 
einem COa-Brutschrank werden die Zellen zusStzlich mit 1 ml Medium 
HAM'S F12 mit 20% fdtalem Kfilberserum (FCS) der Firma GibcoBRL 
Life Technologies, Gaithersburg, Oberschichtet. Nach 6 Tagen erfolgt ein 

30 Austausch des Mediums gegen 1 ml HAM's F1 2 mit 10 / FCS und 800 
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iLig/mlMedium G418 (= Geneticin der Firma GibcoBRL Life Technologies, 
Gaithersburg) zum Start der Selektion. Dieses Medium wird alle 24 
Stunden gegen frisches Medium gieiclier Zusammensetzung 
ausgetauscht Ab dem 15. Tag nach der Obertragung des genetisclien 

5 Materials in die Chinese-Hamster-Ovary-Zellen sind einzelne Klone auf 
der Gewebekulturplatte sichtbar. Mit 1 mi einer gebrauchsfertigen 
Trypsin/EDTA (Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure)-L6sung der Firma 
GibcoBRL Life Technologies, Gaithersburg, werden alle angewachsenen 
Klone abgeschwemmt und in je eIner Rundschale mIt je 1 ml Medium 

10 HAM'S F12 mit 10 % FCS und 800 ^lg/mlMedlum G418 emeut kultivlert. 
Nach 3 Tagen werden die vitalen Zellen nach dem sogenannten Single- 
Cell-Sorting im Streulicht eines Rowzytometers (z.B FACScan® der 
Firma Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA vereinzelt. 
Je eine Zelle wird in eine Kammer einer Gewebekulturplatte mit 96 

15 Vertiefungen sortiert und anschlieBend in HAM's F12-Medium mit 10 % 
FCS und 800 ixg/mlMedium G418 kultiviert, wobei das Medium alle 24 
Stunden gegen frisches Medium gleicher Zusammensetzung 
ausgetauscht wird. Nach weiteren 3 Tagen wird das Medium alle 48 
Stunden gegen frisches Medium gleicher Zusammensetzung 

20 ausgetauscht. Am 23. Tag nach Obertragung des genetischen Materials 
in die Chinese-Hamster-Ovary-Zellen wird zur Oberprufung der 
Produktivltat und Auswahl der besten Klone ein Enzym-gekoppelter 
immunologischer Test (ELISA; Enzyme Linked Immune Sorbent Assay) 
durchgefOhrt, der ausfOhrlich bei Zeng S. et ai, Biochem Biophys Res 

25 Commun, 1997, Aug 28; 237(3) :653-658 beschrieben wird. Im AnschluQ 
daran werden die so selektierten Klone zur OberprOfung ihrer 
Produktivitat einem funktionellen Enzymtest (s. Punkt 3) unterzogen. 

Erklarunaen zu 11 und 2): 
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Eine detalllierte Karte des verwendeten Vektors pProtA/soI-FTIII, der fQr 
die humane Alpha-1 ,3-Fukosyltransferase ohne Membrananker kodiert, 
ist nachfolgend dargestellt. Von dem vorliegenden Stmkturgen der 
Fukosyltransferase-lll (Vestweber D., Zentrum fQr Molekularbiologie der 
Entzundung, Westfalische Wilhelms-UniversitSt, Munster, BRD) wurde 
die transmembrane Domane abgetrennt und die iosliche Form mit den 
Aminosauren 44-361 (accession#X53578) in den Vektor pProtA 
Integriert. 
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Karte des verwendeten Vektors pProtA/sol-FTIII 



5 • AmpR: Ampicilinresistenz fOr die Produktion der DNA in E.cx)Ii 

• SV40: Transkriptionspromotor vom SV40-Virus 

• Globin: kodierende Region fQr Globin 

• Transin: kodierende Region fur Transin als Signalsequenz fOr die 
Ausschleusung der Transferase 

10 • Sol-FTIII: Strukturgen der Fukosylltransf erase III ohne Membrananker 

• ProtA: kodierende Region fur das Protein A zur erieichterten 
Aufarbeitung 

Uteratur: Sanchez-Lopez R. et al, JBC 1998, 263(24): 11892-11899 
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3. Funktioneller Enzvmtest zur Bestimmunq der Transferase-Aktivitat: 
Das Prinzip des Nachweises der Transferase-AktivitSt beruht darauf , daB 
radioaktiv markierte Fukose in einer Enzym-katalysierten Reaktion von 
GDP-Fukose auf den Akzeptor N-Acetyl-Lactosannin (LacNAc, Sigma- 

5 Aldrich Chemie GmbH. Deisenhofen) Qbertragen wird. Der freie Akzeptor 
und das nicht umgesetzte Substrat warden Qber eine Chromatographie- 
Saule von dem radioaktiven Produkt getrennt und diese RadioaktivitSt als 
MaB fur die vorhandene Enzymnnenge gemessen. 
ZunSchst wird das Enzym durch Bindung an IgG-Sepharose 

10 angereichert. Dazu werden 1 ,5 ml des zeilf reien Uberstandes mit 40 jii 
TrSgermaterial bestehend aus 50% IgG-Sepharose-KugeIn in 0,05% 
Tween 20/5 mM Tris-HCI pH 7.6 flber Nacht be! 4'C inkublert. Nach dem 
Waschen der Tragerkugein werden diese direkt und quantitativ in den 
Enzymtest eingesetzt. Der Testansatz mit einem Gesamtvolumen von 80 

15 III beinhaltet neben diesen 40 iil des 50%igen IgG-Sepharose- 

Tragermaterials zusStzlich 40 jxi Reaktionsansatz bestehend aus 40ml\/l 
Cacodylate-Puffer pH 6,2. 5 mM LacNAc als Akzeptor, 0,1 mlVI GDP- 
Fucose als Donor, 1 ^il ^"^C-GDP-Fucose (50.000 cpm). 10 mM MnCl2, 5 
mM ATP und 10 mM Fucose. Der Testansatz wird unter leiclitem 

20 SchOtteln fOr 2 bis 3 Stunden bei 37'C inkubiert und liefert einen Gelialt 
an eingebauter Radioaktivitat zwischen 1000 und 10000 cpm. Der 
Ansatz wird durcli die Zugabe von kaltem Wasser gestoppt Ober 
SepPak-Patronen (Firma Waters) aufgereinigt und anscliiieBend zur 
Bestimmung der RadioaktivitSt eingesetzt. Die Enzymaktivltat bereclinet 

25 sich dabei wie folgt: Enzymaktlvitdt[U/l] = (Radioaktivitat des Produkts 
[cpm] / insgesamt eingesetzte RadioaktivitSt [cpm]) x (Substratmenge 
[pmol] / Inkubationszeit [min] / Volumen an eingesetztem KulturQberstand 
[1.5 mil). 

30 4. Bestimmuno der Produktbildunaskinetik in Susoensionskultur: 
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Als Voraussetzung zur Bestimmung der Produktbildungskinetik der 
Zellen wird eine Stammhaitung der Chinese-Hamster-Ovary-Zellen in 
T75-Gewebskulturflaschen (Greiner; Frickhausen, BRD) betrieben. Aus 
dieser Stammhaitung werden dann 2-3x10^ lebende Zellen als Inoculum 

5 entnommen. ZunSchst wird dazu das alte Kulturmedium abgenommen 
und in jede T-Flasche 2,5 ml Trypsin-EDTA der Firma GlbcoBRL Ufa 
Technologies, Gaithersburg, gefOllt, umgeschwenkt und nach 1 Minute 
wieder aus der Flasche abgenommen. Die T-Raschen werden fur 5 
Minuten im Brutschrank inkubiert, die Zellen anschiieBend abgeklopft 

10 und mit 5 ml bei 37'C vorgewSrmtem Medium aus einer 3:1-Mlschung 
von DMEM-HAM's F12 mit Supplementen (GibcoBRL Life Technologies, 
Gaithersburg) von der Flaschenwand abgespQIt. Mit 0,1 ml 
Zellsuspension wird aus jeder Rasche die Zelldichte bestimmt. Nach 
Berechnung der Zellkonzentration wird das entsprechende Volumen mit 

15 2-3x1 0'^ Zellen entnommen, in eine sterile Spinner-Flasche (Techne; 

Cambridge, GB) uberfuhrt und auf 100 ml aufgefullt. Dies entspricht einer 
Startzellkonzentration von 2-3x10^ Zeilen/ml. Die Zellen werden in einer 
3:1-Mischung aus DMEM und HAM'S F12, beide mit einer Osmolaritat 
von 350 mOsmol/kg, kultiviert. AuBerdem enth§lt das Medium als 

20 Supplemente essentielle Aminos&uren, Spurenelemente, Vitamine, 6 
mg/l Insulin, 6 mg/l Transferrin, 0,1952 mg/l LinotsSure, 0,04636 mg/l 
ThiolsSure und 1% (v/v) FOtales KSIberserum sowie 5 mmol/l Glutamine 
und 24 mmol/l Glukose. Die Spinner-Raschen werden auf einer 
ROhrerplatte bei 60 Upm, einem COa-Gehalt von 5% und 37*C Inkublert. 

25 Mindestens alle 24 Stunden wird eine Probe von 10 ml steril aus der 
Spinner-Flasche entnommen und die Zellen bei 200 g in 10 Minuten 
abzentrifugiert. Die Produktkonzentration wird Im zellfreien Uberstand 
mittels ELISA bestimmt Das Zellpellet wird in 2 ml frischem und 
vorinkubiertem Medium (5% CO2, 37^C) resuspendiert. in ein Falcon- 

30 KulturrOhrchen (Greiner; Frickenhausen, BRD) uberfQhrt und fur 2 
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Stunden Im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen 10 
MInuten bei 200 g abzentrifugiert und die Produktkonzentration im 
zellfreien Oberstand mittels ELISA bestimmt. Die Bereclinung der 
zellspezifisclien ProduktivitSt erfolgt nacli der Gleicliung: 

5 

Produktlvitat = 

Gesamtmenae an sekretiertem Produkt 

Inkubationszeit x Gesamizellzaiil walirend der Inkubation 

10 

Die Zeilzyklusverteilung wird mittels Flowzytometer bestimmt. Dazu 
werden die Zelien in 70 %igem Alkohol resuspendiert und zur 
Permeabilisierung der Zellmembran Qber Nacht bei -20'C 

gelagert. AnsclilieBend werden die Zeilen abzentrifugiert und 1x10® 

15 Zellen in PBS-Puffer der Rmria GibcoBRL Life Technologies. 

Gaithersburg, der zusStzlich 400 U/ml RNAse (Sigma; Deisenhofen, 
FRG) und 50 jig/ml Popidiumjodid (Sigma; Deisenhofen, FRG) enthSIt, 
resuspendiert. Nach Inkubation der Zellen fQr 30 Minuten bei 4°C im 
DunkeIn werden die Zellen direkt mittels eines FACScan®- 

20 Flowcytometers der Firma Becton Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, USA gemessen. Als Analyse-Programm wurde das Programm 
Cell-Quest (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) 
angewendet. Zur Emfilttlung der Zellzyklusphasen werden die erhaltenen 
Histogramme mathematisch mit dem Programm ModRt® (Becton 

25 Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) ausgewertet. 



30 
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5a. Eraebnisse der Standard-Methode: 



0,18 - 

0.16 - 

lo,14 



2 0,12 

<2i 0,1 -I 
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0,2 0,4 0,6 0,8 I 1,2 

S/Gl [-] 



-T— T — I — J — I — J — j—j — J — I — r- 

1,4 1,6 1,8 



In der obigen Abbiidung ist fOr drei Experimente in Suspensionskuitur die 
Produictsekretion In AbhSngigkeit von der Proliferation der Zeilen 
dargestellt. Aus der Abbiidung geht hervor, daB bei der Standard- 
25 Transfektlonsmethode die Produktsekretion mit der Proliferation der 
Zeilen zunimmt. Wahrend der Phase starken Wachstums liegt eine 
erhohte Produktsekretion vor. 
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5b, Erqebnisse des erfindunQsgemaBen Verfahrens: 



0,3 




0 -1 — I — I — I — ( — ! — I — I — I — I — i — -I — I — I — « — I— I — I — « — I — I — ^ — 1 — I — I — 
0 0^ 1 1,5 2 2,5 

S/Gl-Verfafiltnis [-] 



20 

Die Charakterisierung der Produktbildung von Zeilen, bei denen mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren genetisches Material Qbertragen wurde, 
ergab eine gegenidufige Tendenz. Mit zunehmender Proliferation sank in 
alien Versuclien die Produkteekretion ab. Beim Einsatz des 

25 erfindungsgemaBen Verfahren liegt daher die maximale 
Produktbildungsrate bei minimaler Proliferation vor. 
Dieser Umstand ist auch uber eine reine Produktivitatssteigerung hinaus 
von Interesse, Durch die Entkopplung von Wachstum und Produktbildung 
ergeben sich entsclieidende Verbesserungen der Verbrauchsraten. Da 

30 die Zellen gut produzieren, ohne zu wachsen, ist eine optimale 
Ausnutzung der eingesetzten Substrate erzielbar. 
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PatentansprOch 

1 . Chinese-Hamster-Ovary-Zellen zur Produktion von Proteinen 
dadurch gekennzeichnet, daB deren Wachstums- und 

5 Produktionsphase voneinander entkoppelt sind. 

2. Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, daB mit abnehmender 
spezifischer Wachstumsrate die Produktbildungsrate zunimmt 

10 

3. Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach einem der AnsprQche 1 cxler 2 
dadurch gekennzeichnet, daB sie eine maximale 
Sekretion spezlflsche Produkte in der G1 -Phase aufweisen. 

15 4. Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach einem der AnsprQche 1 bis 3 
dadurch gekennzeichnet, daB siebei minimaier 
spezifischer Wachstumsrate eine maximale Produktbildungsrate 
aufweisen. 

20 5. Chinese-l"<amster-Ovary-Zeilen nach einem der AnsprQche 1 bis 4 
dadurch gekennzeichnet, daB die Abnahme der 
spezifischen Wachstumsrate umgekehrt proportional zur Zunahme der 
zeilspezifischen Produktbildungsrate 1st 

25 5. Verfahren zur Herstellung von Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach 
einem der AnsprQche 1bis5dadurch gekennzeichnet, 
daB 

a) ein Inoculum hoher Zelldichte hergestellt wird, 

b) die Zellen mindestens 24 h konfluent anwachsen und 

30 d) nach Blldung einer konfluenten Oberflache eine Obertragung 
genetlschen Materials durchgefQhrt wIrd. 
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7. Verfahren nach Anspaich 6 

dadurch gekennzeichnet, daB ein Inoculum mit einer 
Zelldichte von mindestens 1x10® Zellen/cm^ hergestellt wird. 

5 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 6 oder 7 
dadurch gekennzeichnet, daBein Inoculum mit einer 
Zelldichte von 1x10® bis 4x10® Zellen/cm^ hergestellt wird. 

10 9. Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 8 

dadurch gekennzeichnet, daB ein Inoculum mit einer 
Zelldichte von 2x10^ bis 3x10® Zellen/cm^ hergestellt wird. 

10. Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 9 

15 dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen 24 bis 72 h 
konfiuent anwachsen. 

1 1 . Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 10 
dadurch gekennzeichnet,daB die Zellen 30 bis 60 h 

20 konfiuent anwachsen. 

12. Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 11 
dadurch gekennzeichnet,daB die Zellen 40 bis 50 h 
konfiuent anwachsen. 

25 

13. Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 12 
dadurch gekennzeichnet, daB die Chinese-Hamster- 
Ovary-Zeiien in immobilisierter Form eingesetzt werden, 

30 1 4. Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 1 3 
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dadurchgekennz ichn t, d a R die Chlnese-Hamster- 
Ovary-Zellen In Wirbelschichtreaktoren eingesetzt werden. 

15. Verwendung der Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach einem der 
AnsprOche 1 bis 5 zur Herstellung von Proteinen, vorzugsweise 
Enzymen. 
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(57) Abstract 

The invention relates to Chinese hamster ovary cells for producing proteins which are characterized in that the growth phase and 
production phase thereof are separated from one another. The invention also relates to a mediod for producing the Chinese hamster ovaiy 
cells, and to the use of the Chinese hamster ovary cells for producing proteins. 

(57) Zusammenfossung 
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dercn Wachstums- und Produktionsphase voneinander entkoppelt sind. Femer sind Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur Herstellung 
der Chinese^Hamster-Ovary-Zellen sowie die Verwendung der Chines&-Hamster-Ovary-ZeUen zur Herstollung von Proteinen. 
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Chinese-Hamster-Ovarv-Zellen zur Produlction von Prot in n 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft Chinese-Hamster-Ovary-Zellen zur 
Produktion von Proteinen. ein Verfahren zur Herstellung der Chinese- 
Hamster-Ovary-Zellen sowie die Verwendung der Chinese-Hamster- 
Ovary-Zellen zur Herstellung von Proteinen, vorzugsweise Enzymen. 

10 Der Einsatz von Chinese-Hamster-Ovary-Zellen zur Produktion von 
Proteinen ist aus dem Stand der Technik bekannt. Beispielhaft sei hierzu 
auf Koplove H.M., Ann Hematol 1994; 68(3):15-20 venwiesen. Bei diesen 
Verfahren werden die Zellen in herkommlichen RQhrfenmentern 
eingesetzt. Eine Verwendung in immobilisierter Form ist bekannt (Zeng S. 

15 et al. Biochem Biophys Res Commun 1997; 237 (3):653-658). Jedoch 
besteht ein Bedarf zur Verbesserung der Ausbeute an spezifischen 
Proteinen in immobiilsierten Zellen. 

Die vorliegende Erfindung hat srch demgemaB die Aufgabe gestellt, 
20 Chinese-Hamster-Ovary-Zellen zur Produktion von Proteinen zur 
Verfugung zu stellen, die in immobilisierter Form fiir den Einsatz Im 
groBtechnischen MaBstab geeignet sind. 

Diese Aufgabe wird dadurch gelost, daB die Wachstums- und 
25 Produktionsphase der Chinese-Hamster-Ovary-Zellen voneinander 
entkoppelt sind. 

Erfindungsgemae zeichnen sich die Chinese-Hamster-Ovary-Zellen 
vorzugsweise dadurch aus, daB die maximale Sekretion der spezifischen 
30 Produkte in der G1 -Phase erfolgt. G1 bedeutet. daB die Zelle in dieser 
Phase des Zellzyklus den einfachen Gehalt an Desoxyribonuklelnsauren 
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(DNA) besitzt. Ferner sind die Zellen vorzugsweise dadurch 
gekennzeichnet, daB mit abnehmender Wachstumsrate die 
Produktbildungsrate zunimmt, so daB bei minimaler Wachstumsrate eine 
maximale Produktbildungsrate vorliegt. ErfindungsgemaB ist die 
5 zelispezifische Produktbildungsrate bei minimaler 

Wachstumsgeschwindigkeit mindestens genauso hoch wie die 
speziflsche Produktbildungsrate herkommlich transfizierter Zellen bei 
hoher Wachstumsgeschwindigkeit. Besonders bevorzugt ist ein Anstieg 
der Produktbildungsrate um mindestens 50% bei einem Ruckgang des 

10 Wertes fur das S/G1-Verhaltnis um mindestens 50% vom Maximalwert. 
D.h., daB die Abnahme der spezifischen Wachstumsrate umgekehrt 
proportional zur Zunahme der zellspezifischen Produktbildungsrate ist. 
Mit S wird in diesem Zusammenhang die Phase im Zellzyklus 
bezeichnet, in der die Verdopplung der Desoxyribonukleinsaure (DNA) 

15 erfolgt, bevor die eigentliche Zellteilung durchgefQhrt wIrd. 

Die erfindungsgemaBen Chinese-Hamster-Ovary-Zellen lassen sich 
dadurch herstellen, daB 

a) ein Inoculum hoher Zelldlchte hergestellt wird, 
20 b) die Zellen mindestens 24 h konfluent anwachsen und 

c) nach Bildung einer konfluenten Oberflache eine Obertragung 
genetischen Materials in diese Zellen durchgefQhrt wird. 

Vorzugsweise kann erfindungsgemaB ein Inoculum mit einer Zelldlchte 
25 von mindestens 1x10^ Zellen/cm^ hergestellt werden. Besonders 
bevorzugt sind Zelldlchten von 1x10^ bis 4x10® Zellen/cm^. HQchst 
bevorzugt sind Zelldlchten von 2x10® bis 3x10® Zellen/cm^. 

Eine Kuitur adharent wachsender Zellen wird dabei als konfluent 
30 bezeichnet, wenn zwischen den einzelnen, an eine Oberflache 

angehefteten Zellen keine freie, unbesiedelte Oberflache mehr vorhanden 
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ist und die Zeiien eine geschiossene Schicht auf der OberfiSche 
ausgebildet haben. Vorzugsweise wachsen die Zeiien 24 bis 72 h 
iconfiuent an. Besonders bevorzugt sind hierbei Zeiten von 30 bis 60 li. 
IHdchst bevorzugt sind 40 bis 50 li. 

Erfindungswesentlich ist, daB die Obertragung genetisclien (Materials 
erfolgt, naclidem sich eine geschiossene, konfluente Raciie aus Zeiien 
auf der Oberflaciie des Tragers gebildet hat, sich die Zeiien somit in einem 
Status der G1 -Phase des Zellzyklus befinden. Im Gegensatz dazu erfolgt 
bei den bisher bekannten Verfahren die Obertragung genetischen 
Materials in Zeiien, die sich in einem Status der S-Phase des Zellzyklus 
befinden, ubiichenweise nachdem sie subkonfiuent angewachsen sind. 

Die erfindungsgemaBen Wirkungen lessen sich Qben-aschender Weise 
auch bei Einsatz der erfindungsgemSBen Zeiien in Wirbeischichtreaktoren 
und trotz der dort auftretenden hohen ScherkrSfte en-eichen. Wesentlich 
ist hier, daB die Obertragung des genetischen Materials durchgefuhrt wird, 
nachdem die Zeiien durch die immobilisierung auf porosem Tragermaterial 
in der G1 -Phase des Zellzyklus arretiert wurden. 

Die Obertragung des genetischen Materials kann in an sich bekannter 
Weise, beispielsweise durch Transformation oder Elektroporation 
durchgefdhrt werden. Besonders bevorzugt ist die Obertragung 
genetischen Materials durch eine Transfektion der Zeiien. 

im AnschluB an die Obertragung genetischen Materials erfolgt die 
Auswahi der geeigneten Klone. D.h. in an sich bekannter Weise wird ein 
Screening durchgefiihrt um die optimalen Zeiien zu enmittein und zu 
zQchten. Beispielsweise durch eine Sortierung einzelner, vitaler Zeiien In 
eine Kammer einer Gewebekulturplatte mit Hilfe eines Flowzytometers, 
anschlieBender Oberpriifung der Produktivitat der einzelnen Klone in 
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einem ELISA-Test und Selektion der besten Klone durch funktionelle 
Enzymtests. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist es moglich, das Maximum der 
5 Expression rekombinanter Genprodukte in die G1 -Phase zu verschieben. 
im Gegensatz dazu fuliren herkommliclie Transfektionsverfahren zu einer 
Expression rekombinanter Proteine in der S-Phase des Zellzyklus. 
Derartige Zellen weisen bei der immobilisierung eine stark verminderte 
Produktivitat auf. Hingegen zeiclinen sicli die erfindungsgem§6en Zellen 
10 durch eine demgegeniiber wesentlich hShere Produktivitat aus. 

Insbesondere wird uberraschend erreicht, daB das Strukturgen eine nicht 
vorhersehbare Stabilitat aufweist. wodurch die erfindungsgemSB 
hergesteliten Zellen zur Produktion im groBtechnischen MaBstab geeignet 
sind. 

15 

ErfindungsgemaB lassen sich demgemaB die Zellen in immobilisierter 
Form in Wirbelschichtreaktoren einsetzen. Insbesondere sind die Zellen 
zur Herstellung von verschiedenen Proteinen, vorzugsweise von Enzymen 
geeignet. Ganz besonders kdnnen sie zur Herstellung von 
20 Glykosyltransferasen venwendet werden. 

Im folgenden wird die Anmeldung unter Bezugnahme auf die Beispiele 
naher eriautert: 

25 1 . Klassisches Transfektionsverfahren zur Ubertraouna oenetischen 
Materials: 

Bei dem klassischen Transfektionsverfahren wird die Stammllnie 
Chlnese-Hamster-Ovary-K1, ATTC#CLR-9618 zu 0,3 x 10® Zellen pro 
3,5 cm^ in Rundschalen in HAM*s F12-Medium der Finrna GibcoBRL Life 
30 Technologies, Gaithersburg, bei 37*C in einem COa-Brutschrank 

kultiviert. Nach 24 Stunden sind die Zellen subkonfiuent angewachsen. 
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Zur Transfektion werden die Zellen einmal in 2 ml Serum-freiem Medium 
HAM'S F12 der Fimria GibcoBRL Life Technologies, Galthersburg, 
gewaschen und anschlieBend mit einer Dichte von 2-3 x 10^ Zellen pro 
35-mm Gewebekulturplatte in 0,8 ml Serum-freiem Medium HAM's F12 

5 QberfQIirt. In sterilen Reaktionsgef§3en werden in je 100 (jJ 

Serum-freiem Medium 10jil Lipofectamin-Reagenz der Firma GibcoBRL 
Life Technologies, Galthersburg, bzw. 3 |j.g rekombinante Plasmid-DNA 
(pProtA/sol-FTIII, Fig. 1), die fur eine Glykosyl-Transferase kodiert sowie 
1 |ig Plasmid-DNA (pSV2neo) der Firma Clontech, Palo Alto, USA, die 

10 als Seiektionsmarker fur die Resistenz gegen das Antibiotikum Geneticin 
kodiert geidst. Beide Ldsungen werden zusammengegeben, sanft 
gemischt und zur Ausbildung der DNA-Lipsom-Komplexe bei 
Raumtemperatur 15 bis 45 MInuten inkubiert. AnschlieBend werden 
diese DNA-Liposom-Komplexe in die Zellsuspension uberfOhrt und sanft 

15 gemischt. Nach 5-stundiger Inkubation bei 37°C in einem CO2 

Brutschrank werden die Zellen mit 1 ml Medium HAM's F12 mit 20% 
fdtalem Kalberserum (FCS) der Firma GibcoBRL Life Technologies, 
Galthersburg, Qberschichtet. Nach 24 Stunden erfolgt ein Austausch des 
Mediums gegen 1 ml HAM's F12 mit 10 % FCS und 800 |ig/mlMedium 

20 G418 (= Geneticin der Firma GibcoBRL Life Technologies, Galthersburg) 
zum Start der Selektion. Dieses Medium wird alle 48 Stunden gegen 
frisches Medium gleicher Zusammensetzung ausgetauscht. Ab dem 6. 
Tag nach der Transfektion wird das zuletzt genannte Medium aile 24 
Stunden gegen frisches Medium gleicher Zusammensetzung 

25 ausgetauscht. Am 12. Tag sind einzelne Klone auf der 

Gewebekulturplatte sichtbar, die einzein mit einer Gllson®-Pipette 
abgenommen und separat in dem zuletzt genannten Medium kultiviert 
werden, welches aile 24 Stunden gegen frisches Medium mit gleicher 
Zusammensetzung ausgetauscht wird. Ab dem 18. Tag nach der 

30 Transfektion wird dieses Medium alle 48 Stunden gegen frisches Medium 



wo 00/22096 PCT/EP99/07606 

6 

ausgetauscht. Am 22. Tag nach der Transfektion erfolgt ein funktioneller 
Enzymtest zur Oberprufung der Produktivitat der einzelnen Klone. Das 
genaue Versuchsprotokoll wird unter Punkt 3 genauer eriautert. 

5 2. ErfindunQsaemaBes Verfahren zur Obertraauna aenetischen 
Materials: 

Bei dem erfindungsgemdBen Verfahren werden aus der 
Stammsammlung ATCC#CLR-9618 Chinese-Hamster-0vary-K1-Zellen 
zu 0,6 X 10® Zellen pro 3,5 cm^ in Rundschalen in HAIVI's F1 2-iy/ledium 

10 der Firma GibcoBRL Life Technologies, Gaithersburg, bei 37'C in einem 
C02-BrutSGhrank kultiviert. Nach 48 Stunden sind die Zellen konfluent 
angewachsen. In sterilen ReaktionsgefaBen werden in je 100 ^il 
Serum-freiem Medium HAM's F12 der Firma GibcoBRL Life 
Technologies, Gaithersburg, 10^1 Lipofectamin-Reagenz der Firma 

15 GibcoBRL Life Technologies, Galttiersburg verddnnt, sowie 3 \ig 
rekomblnante Plasmld-DNA (pProtA/sol-FTIII, Rg. 1 ), die fQr eine 
Glykosyl-Transferase kodlert und 1 p.g Plasmld-DNA (pSV2neo) der 
Rrma Clontech, Palo Alto, USA, die als Selektionsmarker fur die 
Resistenz gegen das Antibiotikum Geneticin kodiert gelost. AnschlieBend 

20 werden beide Ldsungen zur Ausbildung von DNA-Liposom-Komplexen 
vereinlgt, sanft gemischt und 15 bis 45 Minuten bei Raumtemperatur 
inkublert. im AnschiuB daran wIrd das Kulturmedium aus der Rundschale 
entfemt. ohne jedoch die Zellen von der OberflSche abzulosen. 
AnschlieBend wIrd die DNA-Uposomen-Suspenslon Qber die adhSrenten 

25 Zellen gegeben. Nach einer Inkubatlonszelt von 5 Stunden bei 37'C In 
einem COa-Brutschrank werden die Zellen zusStzlich mit 1 ml Medium 
HAM'S F12 mit 20% fotalem Kalberserum (FCS) der Firma GibcoBRL 
Life Technologies, Gaithersburg, uberschichtet. Nach 6 Tagen erfolgt eIn 
Austausch des Mediums gegen 1 ml HAM's F12 mit 10 % FCS und 800 

30 ng/mlMedium G41 8 (= GeneticIn der Rrma GibcoBRL Life Technologies, 
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Gaithersburg) zum Start der Selektion. Dieses Medium wird alle 24 
Stunden gegen frisches Medium gieiciier Zusammensetzung 
ausgetausclnt. Ab dam 15. Tag nach der Obertragung des genetischen 
Materials in die Chinese-Hamster-Ovary-Zellen sind einzelne Klone auf 

5 der Gewebekulturplatte sichtbar. Mit 1 mi einer gebrauchsfertigen 

Trypsin/EDTA (Trypsin/Ethylendiamlntetraesslgsaure)-L6sung der Firma 
GibcoBRL Life Teclinologies, Gaithersburg, werden alle angewachsenen 
Klone abgeschwemmt und in je einer Rundschale mit je 1 ml Medium 
HAM'S F12 mit 10 % PCS und 800 |ig/mlMedium G418 erneut kultiviert. 

10 Nach 3 Tagen werden die vitalen Zellen nach dem sogenannten Single- 
Cell-Sorting im Streulicht eines Flowzytometers (z.B FACScan® der 
Firma Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA vereinzeit. 
Je eine Zelle wIrd In eine Kammer einer Gewebekulturplatte mit 96 
Vertlefungen sortiert und anschlleBend in HAM's F12-Medium mit 10 % 

15 FCS und 800 fig/mlMedium G418 kultiviert, wobei das Medium alle 24 
Stunden gegen frisches Medium gleicher Zusammensetzung 
ausgetauscht wird. Nach weiteren 3 Tagen wIrd das Medium alle 48 
Stunden gegen frisches Medium gleicher Zusammensetzung 
ausgetauscht. Am 23. Tag nach Obertragung des genetischen Materials 

20 in die Chinese-Hamster-Ovary-Zellen wird zur Uberpriifung der 
Produktivitat und Auswahl der besten Klone ein Enzym-gekoppelter 
immunologischer Test (ELISA; Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) 
durchgefOhrt, der ausfuhrilch bei Zeng S. et al, Biochem Biophys Res 
Commun, 1997, Aug 28; 237(3):653-658 beschrieben wird. Im AnschluB 

23 daran werden die so selektierten Klone zur OberprOfung Ihrer 

Produktivitat einem funktionellen Enzymtest (s. Punkt 3) unterzogen. 

Erkiarunaen zu 1) und 2): 

Eine detaillierte Karte des venwendeten Vektors pProtA/sol-FTIII, der fOr 
30 die humane Alpha-1 ,3-Fukosyltransferase ohne Membrananker kodiert. 
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ist in Fig. 1 dargestellt. Von denn vorliegenden Strukturgen der 
Fukosyltransferase-lll (Vestweber D., Zentrum fur Molekuiarbiologie der 
Entzundung, Westfalische Wilhelms-UniversitSt, Munster, BRD) wurde 
die transmembrane Domane abgetrennt und die losliche Form mit den 
5 Aminosauren 44-361 (accession#X53578) in den Vektor pProtA 
integrlert. 

3, Funktioneller Enzvmtest zur Bestimmuna der Transferase-Aktivitat: 
Das Prinzip des Nachweises der Transferase-Aktivitdt beruht darauf , da6 

10 radioaktiv marklerte Fukose in einer Enzym-katalysierten Reaktion von 
GDP-Fukose auf den Akzeptor N-Acetyl-Lactosamin (LacNAc, Sigma- 
Aldrich Chemie GmbH. Deisenhofen) ubertragen wird. Der freie Akzeptor 
und das nicht umgesetzte Substrat werden Qber eine Chromatograpliie- 
Saule von dem radioaktiven Produkt getrennt und diese Radioaktivitat als 

15 MaB fur die vorliandene Enzymmenge gemessen. 

Zunachst wird das Enzym durch Bindung an IgG-Sepliarose 
angereichert. Dazu werden 1 ,5 ml des zelif reien Oberstandes mit 40 \jd 
Tragermaterial bestehend aus 50% IgG-Sepharose-KugeIn in 0,05% 
Tween 20/5 mM Tris-HCI pH 7.6 uber Nacht bei 4'C inkubiert. Nach dem 

20 Waschen der Tragerkugein werden diese direkt und quantitativ in den 
Enzymtest eingesetzt. Der Testansatz mit einem Gesamtvolumen von 80 
|xl beinlialtet neben diesen 40 iil des 50%igen IgG-Sepharose- 
Tragermaterials zusatzlich 40 p.1 Reaktionsansatz bestehend aus 40mM 
Cacodylate-Puffer pH 6,2, 5 mM LacNAc als Akzeptor, 0,1 mM GDP- 

25 Fucose als Donor, 1 ^il ^"^C-GDP-Fucose (50.000 cpm), 10 mM MnCIa, 5 
mM ATP und 10 mM Fucose. Der Testansatz wird unter leichtem 
Schuttein fOr 2 bis 3 Stunden bei 37^*0 inkubiert und liefert einen Gehalt 
an eingebauter Radioaktivitat zwischen 1000 und 10000 cpm. Der 
Ansatz wird durch die Zugabe von kaltem Wasser gestoppt, Qber 

30 SepPak-Patronen (Firma Waters) aufgereinigt und anschlleQend zur 
Bestimmung der Radioaktivitat eingesetzt. Die Enzymaktivitat berechnet 
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sich dabei wie folgt: EnzymaktivitatlU/l] = (Radioaktivitat des Produkts 
[cpm] / insgesamt eingesetzte Radioaktivitat [cpm]) x (Substratmenge 
[pmol] / Inkubationszeit [min] / Volumen an eingesetztem Kulturiiberstand 
[1.5 ml]). 

5 

4. BestlmmunQ der Produktbildunaskinetik in Suspensionskultur 
Als Voraussetzung zur Bestimmung der Produktbildungskinetik der 
Zellen wird eine Stammlialtung der Chinese-Hamster-Ovary-Zellen in 
T75-Gewebskulturflaschen (Greinen Frickhausen, BRD) betrieben. Aus 

10 dieser Stammhaltung werden dann 2-3x10^ lebende Zellen als Inoculum 
entnommen. ZunSchst wird dazu das alte Kultunnedium abgenommen 
und in jede T-Flasche 2,5 ml Trypsin-EDTA der Firma GibcoBRL Ufe 
Technologies, Galthersburg, gefDIlt, umgeschwenkt und nach 1 Minute 
wieder aus der Flasche abgenommen. Die T-Raschen werden fur 5 

IS Minuten im Brutschrank inkubiert, die Zellen anschlieBend abgeklopft 
und mit 5 ml bei 37°C vorgewarmtem Medium aus einer 3:1-Mlschung 
von DMEM-HAM's F12 mit Supplementen (GibcoBRL Life Technologies, 
Gaithersburg) von der Raschenwand abgespQIt. Mit 0.1 ml 
Zellsuspension wird aus jeder Flasche die Zelldichte bestimmt. Nach 

20 Berechnung der Zellkonzentratlon wird das entsprechende Volumen mit 
2-3x10'^ Zellen entnommen, in eine sterile Spinner-Flasche (Techne; 
Cambridge, GB) uberfiihrt und auf 100 ml aufgefCillt. Dies entspricht einer 
Startzellkonzentration von 2-3x10^ Zellen/ml. Die Zellen werden in einer 
3:1-Mischung aus DMEM und HAM's F12, beide mit einer OsmolaritSt 

25 von 350 mOsmol/kg, kultiviert. AuSerdem enthSIt das Medium als 
Supplemente essentlelle AminosSuren, Spurenelemente, Vitamine, 6 
mg/l Insulin, 6 mg/l Transfemn, 0,1952 mg/l Linolsaure, 0,04636 mg/l 
ThiolsElure und 1% (v/v) FQtales KSIberserum sowie 5 mmol/l Glutamine 
und 24 mmol/l Glukose. Die Spinner-Flaschen werden auf einer 

30 Riihrerplatte bei 60 Upm, einem COa-Gehalt von 5'/ und 37'C inkubiert. 
Mindestens alle 24 Stunden wird eine Probe von 10 ml steril aus der 
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Splnner-Rasche entnommen und die Zellen bei 200 g in 10 l\/Iinuten 
abzentrifugiert. Die Produl<tkonzentration wird im zellfreien Uberstand 
mittels ELISA bestlmmt. Das Zellpellet wird in 2 ml friscliem und 
vorinkubiertem Medium (5% CO2, 37°C) resuspendlert. in ein Falcon- 
5 Kultun-ohrclien (Greiner. Frickenliausen, BRD) QberfQhrt und fOr 2 
Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen 10 
Minuten bei 200 g abzentrifugiert und die Produktkonzentration im 
zellfreien Oberstand mittels ELISA bestlmmt. Die Berechnung der 
zellspezifischen Produktivitat erfolgt nach der Gleichung: 

10 

Produktivitat = 

Gesamtmenae an sekretiertem Produkt 

Inkubationszeit x Gesamtzellzahl wahrend der Inkubation 

15 

Die Zellzyklusverteilung wird mittels Rowzytometer bestimmt. Dazu 
werden die Zellen in 70 %igem Alkohol resuspendlert und zur 
Permeabllisiemng der Zellmembran Clber Nacht bei -20'C 

gelageit. AnschlieBend werden die Zellen abzentrifugiert und 1x10® 

20 Zellen in PBS-Puffer der Rmria GibcoBRL Life Technologies, 

Gaithersburg, der zusatzlich 400 U/ml RNAse (Sigma; Deisenhofen. 
FRG) und 50 |ig/ml Popidiumjodid (Sigma; Deisenhofen, FRG) enthalt. 
resuspendlert. Nach Inkubation der Zellen fiir 30 Minuten bei 4'C im 
Dunkein werden die Zellen direkt mittels eines FACScan®- 

25 Rowcytometers der Rrma Becton Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, USA gemessen. Als Analyse-Programm wurde das Programm 
Cell-Quest (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) 
angewendet. Zur ErmitMung der Zellzyklusphasen werden die erhaltenen 
Histogramme mathematisch mit dem Programm ModRt® (Becton 

30 Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) ausgewertet. 
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Ra Erqebnisse der Standard-Methode: 

In Fig. 2 ist fOr drei Experimente in Suspensionskultur die 
Produktsekretion in Abhangigkeit von der Proliferation der Zellen 
5 dargestellt. Aus der Abbildung geht liervor, daS bei der Standard- 
Transfektionsmethode die Produktsekretion mit der Proliferation der 
Zellen zunimmt. WShrend der Phase starken Wachstums liegt eine 
eriiohte Produktsekretion vor. 

10 

5b. Eraebnisse des erfindunasaemaBen Verfahrens: 

Die Cliarakterisierung der Produktbildung von Zellen, bei denen mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren genetisclies Material Qbertragen wurde, 

15 ergab eine gegenlSufige Tendenz wie in Fig. 3 dargestellt ist. Mit 

zunehmender Proliferation sank in alien Versuchen die Produktsekretion 
ab. Beim Einsatz des erfindungsgemaBen Verfaliren liegt daher die 
maximale Produktbildungsrate bei minimaler Proliferation vor. 
Dieser Umstand ist auch uber eine reine Produktivitatssteigerung hinaus 

20 von Interesse. Durcli die Entkopplung von Wachstum und Produktbildung 
ergeben sicli entsclieidende Verbesserungen der Verbrauchsraten. Da 
die Zellen gut produzieren, ofine zu waclnsen, ist eine optimale 
Ausnutzung der eingesetzten Substrate erzielbar. 
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Leaende zu den Fiauren 1-3: 

Fig. 1: Karte des verwendeten Vektors pProtA/sol-FTIII 

5 

• AmpR: Amplcillnresistenz fur die Produktion der DNA in E.coli 

• SV40: Transkriptionspronnotor vom SV40-Vlajs 

• Globin: kodierende Region fur Globin 

• Transin: kodierende Region fur Transin als Signalsequenz fur die 
10 Aussciileusung der Transferase 

• Sol"i=nil: Strukturgen der Fukosylltransferase III ohne Membrananker 

• ProtA: kodierende Region fur das Protein A zur erieichterten 
Aufarbeitung 

15 Literatur: Sancliez-Lopez R, et al, JBC 1 998, 263(24): 1 1892-1 1899 



20 



Rg. 2: Ergebnisse der Standard-Methode 

Fig. 3: Ergebnisse des erfindungsgemaQen Verfahrens 
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PatentansorOch 

1. Chinese-Hamster-Ovary-Zellen zur Produktion von Proteinen 
dadurch gekennzeichnet, da3 deren Wachstums- und 
5 Produktionsphase voneinander entkoppeit sind. 



2. Chlnese-Hamster-Ovary-Zellen nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet,daB mit abnehmender 
spezifischer Wachstumsrate die Produktbildungsrate zunimmt 

10 

3. Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach einem der Anspruche 1 Oder 2 
dadurch gekennzeichnet, daQsie eine maximale 
Sekretion spezifische Produkte in der G1 -Phase aufweisen. 

15 4. Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach einem der Anspruche 1 bis 3 
dadurch gekennzelchnet,daB siebei minimaler 
spezifischer Wachstumsrate eine maximale Produktbildungsrate 
aufweisen. 

20 5. Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach einem der AnsprOche 1 bis 4 
dadurch gekennzeichnet, da8 die Abnahme der 
spezifischen Wachstumsrate umgekehrt proportional zur Zunahme der 
zellspezifischen Produktbildungsrate ist. 

25 6. Verfahren zur Herstellung von Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach 
einem der Anspruche 1bis5dadurch gekennzeichnet, 
daB 

a) ein Inoculum hoher Zelldichte hergestellt wird, 

b) die Zellen mindestens 24 h konfluent anwachsen und 

30 d) nach Bildung einer konfluenten Oberflfiche eine Obertragung 
genetischen Materials durchgefQhrt wird. 
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7. Verfahren nach Anspmch 6 

dadurch gekennzeichnet, daB ein Inoculum mit einer 
Zelldichte von mindestens 1x10^ Zellen/cm^ hergestellt wird. 

5 

8. Verfahren nach einenn der Anspruche 6 oder 7 
dadurch gekennzeichnet, daBein inoculum mit einer 
Zelldichte von 1x10^ bis 4x10^ Zellen/cm^ hergestellt wird. 

10 9. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 8 

dadurch gekennzeichnet, daBein Inoculum mit einer 
Zelldichte von 2x10^ bis 3x10® Zellen/cm^ hergestellt wird. 

10, Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 9 

15 dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen 24 bis 72 h 
konfluent anwachsen. 

1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 10 
dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen 30 bis 60 h 

20 konfluent anwachsen. 

12, Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 11 
dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen 40 bis 50 h 
konfluent anwachsen. 

25 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 12 
dadurch gekennzeichnet, daB die Chinese-Hamster- 
Ovary-Zellen In immobilisierter Form eingesetzt werden. 

30 14. Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 13 
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dadurch gekennzeichn t,daBdie Chinese-Hamster- 
Ovary-Zellen in Wirbelschichtreaktoren eingesetzt werden. 

15. Verwendung der Chinese-Hamster-Ovary-Zellen nach einem der 
5 AnsprQche 1 bis 5 zur Herstellung von Protelnen, vorzugsweise 
Enzymen. 
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